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Téma disertacni prace

Problematika, feSena v predloZzené praci Mgr. Veroniky Hlavackové je svoji
neprobadanosti pfitazliva a nova. Metabotropni glutamatovy (mGlu) receptor jako objekt
studia je volen z nékolika divodl. Glutamat je hlavnim excitaCnim neuropfenaseCem u
obratlovcl. Metabotropni receptory maji unikatni strukturalni vlastnosti. Treti rodina
receptorll, spfazenych s G-proteiny je nova, prvni jeji zastupce byl vyklonovan teprve pred
15 lety. V soucasnosti, kdy se jednotlivé obory prolinaji, je prostor disertaCni prace Mgr.
Hlavickové na pomezi molekularni biologie, biochemie, molekularni farmakologie,
molekularni neurologie a strukturalni biologie. ReSeni takto pojaté problematiky vyzadovalo
neobyCejnou pili, pracovni nasazeni, solidni znalosti, vytrvalost a systematiCnost
doktorandky a v neposledni fadé velmi kvalitni zazemi matefského pracovisté.

Zpracovani disertacni prace

Po strance formalni i obsahové ma predloZzena disertatni prace Mgr. Veroniky
Hlavackové vynikajici uroven. Prace ma rozsah 149 stran a je logicky Clenéna do Ctyf
hlavnich oddild. Po struéném souhrnu autorka predklada teoretickou Uvodni ¢ast, ve které
prehlednym a velmi dobfe strukturovanym zplsobem na 35 stranach uvadi do problematiky,
shrnuje soucCasny stav znalosti, odhaluje fascinujici svét bunécné komunikace a uvadi do
velké rodiny bunéfnych receptorit. V nasledné <&asti vytyCuje cile studii. V Casti
experimentalni, ktera ma 28 stran, uvadi nejprve velmi srozumitelnou formou pfehled
pouzitych metod. Vysledky predkladané disertace jsou uvedeny zhusténym, ale
srozumitelnym zpusobem a jsou nasledné diskutovany ve svétle dalSich perspektiv
zasvécenym zpusobem v &asti Ctvrté na osmi stranach. Srozumitelnost této ¢asti je vyrazné
podtrzena zafazenim velmi pfehlednych schémat navrZzeného modelu i mechanizmu
aktivace mGlu receptoru. Literarni pfehled obsahuje uctyhodnych 324 polozek. Integralni
soucasti predlozené disertace jsou suplementa (I, I, dalsi), ktera prezentuji publikované
prace doktorandky.



Oponentsky posudek, ,,Metabotropic glutamate receptors: mechanism of activation®  (disertacni prace),
Mgr. Veronika Hlavackova str. 2

Cile prace a jejich splnéni, metody zpracovani, vysledky prace:

Autorka disertace si polozila otazku: ,Jakym zplsobem dochazi k pfenosu signalu
pfes homodimerni mGlu receptor? Prokazala zvladnuti nejmodernéjSich metodickych
pristupl a jejich vyhodnocovani pfi hledani odpoveédi. Ve studiu role individualni podjednotky
homodimerniho mGlu receptoru vyuziva znalosti a pochopeni strukturalné-funkénich vztah(
GABAg receptoru. Navrhuje a posléze exprimuje chimérni funkéni heterodimerni mGlu1
receptor R1c1:R1c2. Je velmi obtizné vytvofit systém kontrolované dimerizace. Magr.
Hlavackova zvladla skvéle navrzeni i pfipravu konstruktd dimernich mGlu receptord, cilenou
mutagenezu, metody sekvenacni. Nasledné si osvojila transfekce lidskych linii HEK 293 a
COS-7. Spravnou expresi proteini kontroluje pomoci imunofluorescence a Western
blottingu. Spravné poskladani dimeru receptoru na bunéfném povrchu urCuje pomoci
metody TR-FRET, dale pouziva fluorescence F1AsH-znacenych bunék. Mgr. Hlavackova si
osvojuje a pouziva dale baterii velmi specifickych a naro¢nych testt funk&nich testu.

Ziskané vysledky vedou k vysloveni hypotézy o aktivaci jen jedné z heptahelikalnich
domén pfi pfenosu signalu na triméreni G-protein. Toto je podpofeno jak efektem mutace
branici vazbé G-proteinu, tak analyzou efektl negativniho a positivniho alosterického
modulatoru. Prezentované nalezy maji vyraznou terapeutickou potenci.

Komentar:

K pfedloZzené praci nemam zadné vytky. Je jednou z nejpeclivéji zpracovanych
disertaci, kterou mél oponent moznost hodnotit. DoporucCuji doktorandce a Skoliteli zvazit
publikovani velmi prehledného uUvodu dizertace v odpovidajicich periodicich typu Annual
Review. MozZnost samostatné vyzkumné prace v ,Institut de Génomique Fonctionnelle,
Department de Pharmacologie Moléculaire (Dynamique moléculaire de RCPG de la famille
3) v Montpellier obzory aplikantky vyrazné rozsifila.

Chci vyzvednout prvni autorstvi disertantky (Skolitel je korespondujicim
autorem) v praci ,,Evidence for a single heptahelical domain being turned on upon
activation of a dimeric GPCR", publikované ve vyznamném c¢asopise oboru, EMBO
Journal. Oponent s potéSenim konstatuje, ze Mgr. Hlavackova nezapomina i na publikovani
v ¢esting, jak dokumentuje jeji prace v Chemickych listech a pfehledova prace v sekci
Farmakoterapie v Casopise |ékafti eskych. Rovnéz dalsi prace, publikované v prestiznich
Casopisech (Journal of Biological Chemistry, Clinical and Experimental Imunology)
prispivaji vyrazné do odborného pisemnictvi a dokumentuji zcela presvédcivé schopnost
dizertantky publikovat v odborném domacim i zahraniénim tisku.

Zavér:

Disertaéni prace Mgr. Veroniky Hlavackové prinasi originalni a vyznamné
poznatky s jednoznaénym terapeutickym potencialem a vyraznym prinosem pro
studium receptort na urovni narodni a mezinarodni. \V predloZené diserta¢ni praci
Mgr. Veronika Hlavackova zcela nepochybné prokazala predpoklad k samostatné
tvorivé védecké praci. Doporucuji praci _prijmout v predlozené formé jako podklad
pro udéleni titulu ,,PhD" za jménem.
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